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(57)Abstract 

A method for functionalizing an oligonucleotide at its 5'OH end by means of an amine effector agent having formula 
RNH, According to the method, (a) said oligonucleotide is synthesized, (b) a dideoxynucleotide is attached by its 5' end to 
the 5'OH end of said oligonucleotide, and (c) said oligonucleotide is covalently coupled with the RNH 2 amine reagent by 
means of a reducing amination reaction between said amine reagent and an aldehyde function at the 5'OH end of the oli- 
gonucleotide originating from the opening by acid hydrolysis of the glycoside ring of the dideoxynucleotide at the 5'OH end 
of said oligonucleotide. 

(57)Abrege 

La presente invention a pour objet un precede de fonctionnalisation d'un oligonucleotide en son extremitfc 5'OH par un 
agent effecteur amine de formule RNH 2 caracterisS en ce qu'il comporte les Stapes suivantes: (a) on synthetise ledit oligonu- 
cleotide (b) on assemble sur l'extremit6 5'OH dudit oligonucleotide, un dideoxynucleotide via 1'extremite 5' de ce dernier, 
(c) on effectue un couplage covalent dudit oligonucleotide avec ledit reactif amine RNH 2 par une reaction d'ammation re- 
ductrice entre ledit reactif amine et une fonction aldehyde a l'extr6mite 5'OH de I'oligonucleotide provenant de I'ouverture 
par hydrolyse acide du cycle glycosidique du didesoxynucleotide a I'extremite 5'OH dudit oligonucleotide. 
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WO 92/00315 j PCT/FR91/00503 

PROCEDE DE FONCTIONNALISATION D'UN OLIGONUCLEOTIDE 



La presente invention concerne le procede de fonctionnali- 
sation d'un oligonucleotide en son extremite 5'OH par un agent effecteur 
amine. La. presente invention concerne egalement un synthon utile dans le 
procede consistant en un derive phosphoramidite de didesoxynucleoside. 
5 La synthese d'oligonucleotides lies de fagon covalente a divers 

agents effecteurs presente un interet considerable de par 1'usage massif en 
biochimie et en bioiogie moleculaire de ces molecules et leur utilisation en 
tant qu'agents therapeutiques potentiels. 

En particulier, il a ete montre que la fixation d'un agent 
10 intercalant sur un oligonucleotide, accroit la stabilite des duplexes formes 
avec la sequence complementaire de ces oligomeres (U. Asseline et col., 
Proc. Naii. Acad. 5ci. USA, 8i, 3297-330 i, i9»^> et ameliore la penetration 
de ces derniers a travers les membranes cellulaires (P. Verspieren et col., 
Gene, 61, 307-315, 1987). 
15 D'autre part, des oligonucleotides lies a des groupements 

fluorescents ou a la biotine (S. Agrawal, C. Christodoulou et M. 3. Gait, 
Nucleic Acids Res. , 14, 6227-62*5, 1986 ; P. Richterich, Nucleic Acids Res., 
17, 2181-2185, 1989) peuvent §tre aisement detectes respectivement par 
des methodes fluorometriques ou enzymatiques et colorimetriques tres 
20 sensibles. Ces composes peuvent etre utilises comme sondes moleculaires 
froides et remplacer avantageusement les sondes radioactives. 

Enfin, des oligonucleotides lies a des groupements reactifs 
pouvant Stre actives chimiquement (C. B. Chen et D. 5. Sigman, Proc. Natl. 
A cad. 5ci. USA, 83, 71*7-7151 ; T. Le Doan et col. t Nucleic Acids Res., JL5, 
25 86*3-8659, 1987 ; 3. C. Francois et col., Biochemistry, 27, 2272-2276, 1988 ; 
S. A. Strobel, H. E Moser et P. B. Dervan, 3. Am. Chem. Soc, U0, 
7927-7929, 1988 ; S.B. Lin et col., Biochemistry, 28, 1034-1061, 1989) ou 
photochimiquement (T. Le Doan et col., Nucleic Acids Res., L5, 7749-7760, 
1987) sont susceptibles de se fixer sur des acides nucleiques au niveau de 
30 sequences complementaires et d'induire localement des dommages 
irreversibles. Cette famille de composes peut etre utilisee pour inhiber 
selectivement les fonctions biologiques d'un gene determine. La sequence 
de I'oligomere a pour fonction d'assurer la specificite de reconnaissance au 
niveau de la sequence complementaire portee par le gene ; Teffecteur 
35 chimique assurant alors des dommages sur cett cible. 
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Dans la presente demande de brevet, on entend par 
"oligonucleotide" aussi bien des oligodesoxynucleotides c'est-a-dire en serie 
ADN que des oligoribonucieotides c'est-a-dire en serie ARN. D'autre part, 
on entend egalement par "oligonucleotide" des oligonucleotides a confi- 
guration anomerique beta ou a configuration anomerique non natureile 
alpha. 

Enfin, les nucleotides constituant ^oligonucleotide ■ peuvent 
etre des nucleotides vrais c'est-a-dire avec un phosphate en 5- du 
nucleoside correspondant ou des derives, entre autres, du type phospho- 
rothiorate, methyiphosphonate, comme il sera vu plus loin. 

U deman deressc . ^ demandes de 

brevet des precedes de fonctionnalisation d'un oligonucleotide en son 
extremite 5'OH par un agent effecteur amine. Ainsi pour la meilleure 
intelligence de la presente invention, on se reportera utilement aux 
15 demandes de brevet FR 83 01 223 (2 5*0 122) et FR 8* 117 955 ( 2 568 
25*) dans lesquelles ont ete decrits des composes chimiques constitues par 
un oligonucleotide comportant un enchalnement de nucleotides naturels, a 
anomerie beta eventuellement modifies, sur lequel se trouve fixe par Jne 
liaison covalente au moins un groupe intercalant. 

Dans FR 87 03 366 (2 586 707) on a decrit la synthese de 
composes oligonucleotidiques lies a un groupe chimique activabie, leur 
application a titre de nucleases artificielles specif iques de sequences. 

Dans la demande de brevet International PCT W0 83/01 *51 a 
ete decrite une methode dans lequel l'oligonucleotide est stabilise sous 
25 forme de phosphotriester. 

Dans le brevet Americain US k 469 863 sont decrits des 
oligonucleotides qui sont stabilises par remplacement des liaisons phospho- 
diesters naturelles par des liaisons phophonates. 

Dans la demande internationale PCT WO 88/0* 301, on a 
decrit la preparation d 'oligonucleotides a anomerie alpha ainsi que leur 
couplage a un agent intercalant ou a un groupement activabie chimi- 
quement ou photochimiquement. 

Dans la presente demande, on entend par "agent effecteur", un 
radical correspondant a un agent d'intercalation encore appele agent 
intercalant, ou un radical chimique ou photbactivable tel qu'un radical 
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30 
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porteur d'une fonction reagissant directement ou indirectement avec ies 
chaines de nucleotides ou un radical dont la presence permet une detection 
facile et sensible. 

Dans ia demande de brevet FR 87 04 339, on a decrit des 
5 syntheses par la methode au phosphoramidite sur support solide pour 
preparer des composes oligodesoxyribonucleotides alpha et dans la 
demande de brevet FR 88 12 264, on a decrit des syntheses par lamethode 
au phosphoramidite sur support solide, de composes oligoribonucieotides 
alpha. 

10 Jusqu'a present, dans les procedes de fonctionnalisation d'un 

oligonucleotide par un agent effecteur, on utilise iors de la derniere etape 
de i'eiongation de ^oligonucleotide, un derive par exemple phosphoramidite 
dans le cas d'une synthese sur support solide au phosphoramidite dudit 
agent effecteur fonctionnalise par un linker. Ainsi, Particle de Stein et al 

15 Gene 72 (1988) 333-341 se rapporte a une methode de fonctionnalisation 
classique d'un oligonucleotide, il s'agit dans ce cas de l'acridine (ACr). 
On peut decomposer cette methode comme suit : 

a) Fonctionnalisation de l'acridine par le linker (m = 3 ou 5) 

b) Formation du phosphoroamidite correspondant. 
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c) Synthese sur support solide en utilisant ^ lors de la derniere 
etape de I'eiongation sur machine. 

d) Decrochage du support solide, et deprotection de 
I'oligomere avec C^H^SH. On observe, dans ces conditions, une reaction 

30 parasite sur l'acridine de I'oligomere final lors de ia deprotection (CI est 
remplace par CgH^SK 
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L'approche decrite dans cet article necessite, a chaque fois 
que l'on veut introduce un effecteur different, de synthetiser le 
phosphoroamidite correspondant : 



10 
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OCH 3 

Effecteur— linker— O-P-N ' 

Pour pallier a cet inconvenient, on a cherche a coupler de 
facon covalente un oligodesoxyribonucleotide avec un reactif amine 
(R-NH 2 ) a son extremite 3'OH par une reaction d'amination reductrice 
entre le derive amine e t ia for.cticr, aldei.ydique d'un site abasique (AP) 
genere dans ^oligonucleotide (3.-2. Vasseur, C. Gauthier, B. Rayner, 3. 
Paoletti et 3. -L. Imbach, Biochem. Biophys. Res. Commun., 152, 56-61, 
1988 ; J. -R. Bertrand, J. -J. Vasseur, A. Gouyette, B. Rayner, 3.-L. Imbach, 
C. Paoletti et C. Malvy, J. Biol. Chem., 26*. 1*172-17178, 1989) selon le 
schema suivant : 



20 



5' oligodesoxyribonucleotide— P—dA 3 ' 



I. 

O 



25 



30 



HC1 



creation d'un site AP (en milieu de chalne) 
ou comme ici a l'extremite V de l'oligomere 



O 

5' oligodesoxyribonucleotide— P—O 

t , 
O 



R-NH 2 , NaBH 3 CN 



r — u— v. OH H 



OH 
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O . 
M 

5* oligodesoxyribonucleotide — P — O— CH 2 (CHOH) 2 (CH 2 ) 2 -NH-R 

O" 

Cette approche tres generale, en elie-meme puisque de 
nombreux effecteurs R-NH 2 peuvent etre consideres, est toutefois limitee 
par la creation du site AP (2* -desoxyribose). 

En effet, celui-ci est obtenu par hydroiyse acide de la liaison 
glycosidique d'une desoxyadenosine (dA). 

La chalne oligonucleotidique ne peut aiors contenir que des 
nucleosides pyrimidiniques compte tenu du fait que dC et dT sont beaucoup 
moins sensibies a 1'hydrolyse acide que dA ou dC. En d'autre termes, il n'est 
done possible par cette methode de fonctionnaliser par des effecteurs 
amines des oiigodesoxyribonucieotides constitues uniquement de nucleo- 
sides pyrimidiniques. 

La presente invention propose un procede general de 
formation d'un site abasique a Textremite 5 f OH d'un oligonucleotide (tant 
en serie ADN qu'en serie ARM) synthetise sur support solide et comprenant 
cette fois-ci le cas echeant toutes les bases usuelles (A, C, G, T ou U) de 
TADN et de TARN ainsi que les bases modifiees. Ce proc«de original 
permet ainsi de fonctionnaliser des oligonucleotides de sequences 
quelconques par des effecteurs amines. 

La methode de fonctionnalisation selon Tinvention, a pour 
caracteristique essentielie I'utilisation de didesoxyribonucleosides et 
permet via la synthese automatisee sur support solide de fonctionnaliser 
des oligonucleotides de sequences quelconques a leur extremite 5'OH. 

Le procede selon Tinvention est applicable aux series ADN ou 
ARN quelles que soient les modifications structurelies apportees aux 
oligomeres (series naturelles de configuration beta, series non naturelies de 
configuration alpha, phosphorothioates, methyphosphonates, etc.). 
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Plus precisement la presente invention a pour objet un procede 
de fonctionnalisation d'un oligonucleotide en son extremite 5'OH par un 
agent effecteur amine de formule RNH 2 caracterise en ce qu'il comporte 
les etapes suivantes : 

5 a) on synthetise ledit oligonucleotide 

b) on assemble sur 1'extremite 5'OH dudit oligonucleotide, un 
didesoxynucleotide via 1'extremite 5' de ce dernier, 

c) on effectue un couplage covalent dudit oligonucleotide avec 

10 I 't reaCtif , RN " 2 ^ " aCti0n d<aminati0n ****** entre 

ledit reacuf amine et une fonction aldehyde a 1'extremite 5'OH de 

. -^nucleotide provenant de 1'ouverture par hydrolyse acide du cycle 

gycosidique du didesoxynucleotide a 1'extremite 5'OH dudit oligonu- 

cleotide. 6 

La presente invention fournit done une nouvelle approche de 
formation d'un site abasique didesoxyribose a 1'extremite 5'OH d'un 
oligomer? pouvant contenir des bases quelconques et ceci quelle que soit la 
sene oligonucleotide considers (naturelle ou modifiee). Ces oligonu- 
cleondes abasiques ne sont pas isoles car ils conduisent aisement et de 
facon quantitative a leur forme derivatisee apres amination reductrice avec 
20 des effecteurs amines. 

Dans un mode de realisation du procede selon 1'invention aux 
etapes a) et b), la synthese de Oligonucleotide est une synthese 
d'assemblage au phosphoramidite sur support soiide dans la derniere etape 
de laquelle, on utilise un derive phosphoramidite en 5' du didesoxy- 
25 nucleoside correspondant au didesoxynucleotide que 1'on assemble par un 
cycle de synthese supplemental a 1'extremite 5' dudit oligonucleotide 
H apparalt que les derives phosphoramidites de didesoxy- 
nucleosides selon 1'invention sont beaucoup plus sensibles a 1'hydrolyse 
ac.de que les didesoxyribonucleosides ou les ribonucleosides correspondant. 
Parrm ceux-ci, comme ce sera vu plus loin, les derives didesoxynucleosides 
de la nebularine s'hydrolysent plus aisement. 
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Toutefois, il en va de meme d'autres derives de didesoxy- 
nucleosides, notamment, des derives hydrogeno-phosphonates correspon- 
dants de formule : 




ce qui ouvre la possibility d'avoir recours a d'autres types de syntheses que 
10 la synthese au phosphoramidite et en particulier aux syntheses a I'aide de 
derives hyurogene-phosphonates (Nucleic Acids Researchs Vol. 1* N° 13 
1988). 

Un procede en phase solide selon la methode au phosphora- 
midite, comporte les etapes essentielles suivantes : 
15 - On immobilise un derive nucleoside protege en 5 1 , par 

I'intermediaire d'une de ses fonctions hydroxyle en 2' ou 3' sur un support 
solide, 

- On assemble sur ce support dans un reacteur synthetiseur 
manuel ou automatique la chalne d'oligobonucleotide protegee par 

20 condensation de monomeres constitues de nucleosides proteges en 5 1 et 2' 
et substitues par des groupes phosphoramidites en 3', 

- Les oligonucleotides sont obtenus apres decrochage du 
support de Poligomere obtenu et elimination des groupes protecteurs. 

De fagon appropriee, l'assemblage de 1'oligonucieotide se fait 
25 par condensation, en presence dun agent activateur, desdits monomeres 
entre leur fonction en 3' et la fonction hydroxyle-5 t du compose nucleoside 
immobilise pour le premier monomere ou d'un compose intermediaire 
polynucleotide protege fixe sur ledit compose nucleoside immobilise pour 
les monomeres suivants. 
30 Notamment, Tagent activateur pour la condensation desdits 

monomeres peut etre choisi parmi le tetrazole et ses derives, tels que le 
paranitro-phenyl tetrazole* 
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Dans Je precede selon Invention, de preference apres ies 
erapes a) et b) et avanr 1'etape c) on decroche du support solide le compose 
constitue par ledit oligonucleotide a 1'extremite 5' duquel est assemble le 
dit- didesoxynudeotide et on eiimine les groupes protectees. 

La reaction domination reductrice a 1'etape c) peut se faire 
par exemple par un traitement au cyanoborohyrure de sodium en milieu 
acide. 

Dans un mode de realisation du precede selon une svnthese de 
phosphoramidite, utilisera le derive phosphoramidite de didesoxynucleos.de 

rid f /M»m 1 1 1 a * 



10 de formuie : 



R3O-P— o-, .o. 3 



R l R 2 



formuie dans laquelle 



(I) 



- R 4 et R 2 represented un alkyl en C] a C ? eventuellement substitue, tel 
que CH 3 , CH-(CH 3 ) 2 ou R, + R 2 ferment ensemble un groupe morpholino 



/ \ 



- R 3 represente un alkyl en C[ a C7 eventuellement substitue notamment 
25 CH 3 ouCH 2 -CH 2 CN 

- B represente une base d'acide nucleique notamment, l'adenine, la guanine 
ou la nebularine. 

S'agissant de la base d'acide nucleique B, on choisit en effet 
de preference, l'adenine, la guanine ou la nebularine compte tenu de leur 
faohte d'hydrolyse acide, par rapport aux autres bases d'acides nucleiques 
De preference encore, on utilisera un derive phosphoramidite de formuie [ 
dans laquelle B represente la nebularine. 



WO 92/00315 



9 



PCT/FR91/00503 



L'originalite et 1'interet de I'approche selon I'invention reside 
en l'utilisation lors de la derniere etape de la synthese oligonucleotidique 
sur support solide d'un meme derive phosphoramidite de didesoxynucleoside 
quel que soit 1'agent effecteur que Ton souhaite introduire. Le derive 
5 phosphoramidite de didesoxynucleoside, apres ouverture du cycle desoxy- 
sucre, apporte ie "linker" entre ^oligonucleotide proprement dit et 1'agent 
effecteur. En outre, la deprotection ne s'effectue plus selon rinvention sur 
Poligomere fonctionnalise avec des risques de reaction parasite, mais 
I'oligomere est deprotege avant ^introduction de 1'effecteur. La consom- 

10 mation en agent effecteur, substance en general assez chere, est done 
moindre dans un procede seion rinvention car introduit a la derniere etape 
de la synthese. Dans les realisations anterieures telles que Particle de 
Stein et al, la preparation du phosphoramidite necessitait ^introduction 
prealable du linker avec necessite d'utiiiser lors de la synthese en phase 

15 solide un exces (20 fois la stoichiometric du derive phosphoramidite 1). 

Dans un mode de realisation particulier, il est possible selon 
le procede selon rinvention de preparer des composes de formule : 

20 RNH-(CH 2 ) 3 -CHOH-CH 2 -0 

formule dans laquelle : 

- RNH est le reste monovalent de 1'agent effecteur amine RNH 2 , 
25 - ] = H ou OH 

- les radicaux B peuvent etre identiques ou differents entre eux et 
representent chacun une base d'un acide nucleique eventuellement modifiee 
attachee au cycle glycosidique selon une configuration anomerique alpha ou 

30 beta, 

- les radicaux X peuvent etre identiques ou differents entre eux et 
representent un oxoanion O", un thioanion S", un groupe alkyle, un groupe 
aicoxy, aryloxy, un groupe aminoalkyle, aminoalcoxy, thioalkyle, 

- n est compris entre 1 et 50. 
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On citera plus particulierement les composes de formule II 
dans laquelle 

X = O", S", ou CH 3 . 

Lorsque X = S", 1'etape usuelle d'oxydation apres la detrity- 
lation, 1'addition et le capping peut etre remplacee par un cycle de 
sulfurisation (GENE 72 3*3-3*7) (WJ. Stec, G. Zon, W. Egan et B. Stec J 
Amer. Chem. Soc, 106, 6077-6079, 198* ; R.P. i yer , w. Egan, J.B. Regan et 
S.L. Beaucage, 3. Amer. Chem. Soc ±12, 1253-125*, 1990). Lorsque X = 
CH 3 , ur. synrhor, 5 ! -(dimeihoxytrityl) nucleoside S'-tN.N-diisopropylmethyl- 
phosphonamidite) peut etre utilise en lieu et place d'un synthon 
phosphoramidite, lors de 1'etape d'addition (M.A. Dorman, S.A. Noble, L.3. 
Mc Bride et M.H. Caruthers, Tetrahedron, *0, 95-102, 198* ; A. JSger et J. 
15 Engels, Tetrahedron Letters, 25, 1*37-1**0, 1984). 

Comme on l'a deja mentionne, les radicaux effecteurs de 
formule RNH- selon 1'invention correspondent a des agents effecteurs qui 
sont des composes connus dans les techniques touchant aux acides 
nucleiques. II s'agit par exemple des composes capables de "s'intercaler" 
20 dans la structure des ADN ou des ARN. 

Ces agents d'intercalation sont, en general, constitues par des 
composes polycycliques ayant une configuration plane tels que l'acridine. la 
furocoumarine, la daunomycine, la 1,10-phenanthroline, la phenanthridi- 
nium, les prophyrines, les derives de la dipyrido (1,2-a : 3', 2'-d) imidazole 
25 l'ellipticine ou 1'ellipticinium ou leurs derives comportant une fonction 



NH 2. 



Ces agents effecteurs peuvent aussi etre des radicaux 
chimiques reactifs tels que des radicaux chimiques de scission c'est-a-dire 
que ces radicaux peuvent directement ou indirectement reagir pour scinder 
une chalne de nucleotides. De preference, ces radicaux chimiques reactifs 
seront activables, par exemple par voie chimique ou photochimique. Les 
groupes reactifs de scission activables sont, par exemple, des derives de 
composes tels que : 

Pacide ethylene-diamine-tetracetique, 
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I'acide diethylene-triamine-pentaacetique, 
les porphyrines, 

la 1,10-phenanthroline, le psoralene et autres groupes 
5 aromatiques absorbant les radiations du proche U.V. et du visible, 

Ces groupements chimiquement activabies en presence d'ions 
metalliques, d'oxygene et d'un agent reducteur, induisent des coupures dans 
des sequences d*acides nucleiques situees dans leur voisinage. 

Plus precisement selon la presente invention le reste RNH de 
10 I'agent effecteur peut representer : 

- les radicaux derives de Tacide ethylene-diamine-tetraacetique de 
formuie : 



15 




20 



25 



30 



les radicaux derives de Tacide d'iethylene-triamine-pentaacetique, 
les radicaux derives de la methylpyrroporphyrine de formuie : 



-NH 




:h. 



C 2 H 5 



les radicaux derives de la phenanthroiiune de formuie : 
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les radicaux derives de l'acridine 



H-N 



aAat 



- les radicaux derives de la proflavine 




O I n in 



15 



Rj representant un groupement amino (NH_) ou azido (N ) 



20 



25 



30 




NH — 



Enfin la presente invention a pour objet un synthon utile dans 
un procede selon 1'invention caracterise en ce qu'il repond a la formule 
generale : 



R l R 2 



formule dans laquelle R,, R 2 , Rj « B ont les significations donnees dans la 
revendication k. 



WO 92/00315 



13 



PCT/FR91/00503 



Comme deja mentionne, de preference dans le synthon selon 
1'invention, B represente de preference l'adenine, la guanine ou la 
nebularine. 

D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention 
5 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre : 

EXEMPLE 1 : Utilisation de phosphoramidite de didesoxy- 
nucleoside en vue de creer un site abasique 
(residu 2 f , 3' didesoxyribose en 5 1 d'un oligonu- 
10 cleotide destine a fitre fonctionnalise). 

On a prepare le phosphoramidite de formule : 



15 



20 



Apres assemblage compiet de ^oligonucleotide desire sur le 
synthetiseur un cycle supplementaire est effectue qui permet d'incorporer 
25 le phosphoroamidite L 
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L'oligomere correspondant 2 est obtenu apres deprotection 
selon les methodes usueiles puis eventuellement purifie par CLHP. Un 
traitement en milieu acide (30 mM HCL, 37% 12 a 15 min) conduit a 
I'hydrolyse selective du residu didesoxynebuiarine et ains a la formation 
d'une extremite didesoxyribose en 5' de l'oligomere soit 3. 



nr 1 

>=CH ) 



0 
II 

O-P— O 



HO 



RNH 2 
BH 3 CNNa 




B 



_5' 



OLIGONUCLEOTIDE 3 ' 



RNH-CH2^~ 
HO 



0 

II 

o— p— o- 

I 

0" 




OLIGONUCLEOTIDE 3 ' 



Celui-ci est mis en reaction avec Tannine desiree en presence 
de cyanoborohydrure de sodium en milieu tamponne. Les conditions 
experimentaies de cette etape dependent de la nature de l'amine utilisee 
(solubilite, reactivite, ...) et l'oligomere fonctionnalise * est isole par 
CLHP. 

Selon une variante de realisation, la reaction d'amination 
reductrice a I'etape c) du procede selon 1'invention, se fait par un 
traitement cyanoborohydrure de sodium en milieu acide. 

II apparalt que le derive phosphoramidite de didesoxynucieo- 
side de nebularine s'hydrolysent plus aisement que tous les autres 
nucleosides pirymidiques ou puriniques en particulier que les nucleosides de 
1'adenine. 
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Les exemples ci-apres decrivent la synthese et la caractensa- 
tion des phosphoroamidites 5' deddA et de ddN de type : 



CHoO— P— O 1 _ A ou N 



A = adenine 
B = nebularine 

II est possible cependant d'utiliser d'autres derives phospho- 
roamidites proteges par divers autres groupements substituant ie phosphore 

CNCH 2 CH 2 a la place de CH 3 , 
p & la place de , etc 

Est ensuite decrite 1'utilisation de ces phosphoroamidites pour 
derivatiser differents types d'oligodesoxynucleotides (beta ou alpha). 
20 L'amination reductrice par des effecteurs amines du produit obtenu apres 
depurination selective de la ddN 5'terminale, est decrite dans la mesure ou 
cette succession d'etapes s'effectue sans isolement de oiigomeres 
intermediaires. 

25 EXEMPLE 2 :Synthese du phosphoroamidite de la ddA : 

y -diisopropyiaminomethoxyphosphinyl-2\ 3' -didesoxyadenosine. 



NH 2 

H °H/OsJ ^ <xs\ CH2Cl2 "3* <f"f| 

> — I (iPD 2 N 44 % (iPr) 2 N t^N 
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A une solution de 2', 3' -didesoxyadenosine (*70,5 mg, 2 
mmoies) dans du dichloromethane anhydre (6ml) on ajoute de ' la 
N.N,N-diisopropylethylamine (1,39 ml. 8 mmoies) et de la chloro N',N- 
diisopropylaminomethosyphosphine (0,98 ml, 5 mmoies). Le melange 1st 
agite pendant 30 minutes a temperature ambiante, sous atmosphere 
d'argon, puis est verse dans une ampoule a decanter contenant de l'acetate 
d'ethyle (80 ml). La solution resuitante est lavee avec de la saumure 
( * x50 ml) ' La P hase organique est seche sur sulfate de sodium, filtree et 
evaporee a sec sous pression reduite. Le residu obtenu est chromatographie 
sur coionne de gel de siiice et l'elution a lieu avec des melanees de 
cyclohexane, de dichloromethane et de triethylamine (90/9/1 a 30/69/1, 
v/v/v). Les fractions contenant le produit desire pur sont rassemblees,' 
evaporees a sec et le residu redissous dans du dioxanne est soumis I 
lyophilisation. On obtient une poudre incolore (3*5,3 mg, ** % Rdt ). 

- RMN 31 P (CD 3 CN) 149,89 ppm. 

- RMN l H (CD 3 C1 3)^8,33, 8,32 et 8,26 (3s, 2H, H. et HJ ; 
6,32 (m, 1H, H If ) ; 4.3* (m, 1H, H, t ) ; 3,83 (m, 2H, H et 5 3.58 (m, 2H, 
CH (iPr) 2 ) ; 3,** et 3, *3 (2d, 3H, CH3O) ; 2,50 (m, 2H, H 2 , et H,,,) ; 2,1* (m, 
2H, H 3 , et H 3 „) ; 1,16 (m, 12H, Cr^UPr)^. 



note is = singulet, d = doublet, m = multiples 

° = emplacement chimique exprime en ppm par rapport au signal du 

25 TMS. 

- Spectre de masse : 

FAB <0 ; matrice polyethyleneglycol : (M-H)" = 395 ; B" = 13* • 
CH 3 0-P-(0")N(iPr) 2 =178. 

FAB^ 0 ; matrice polyethyleneglycol : (M+H) + = 397 • 
(M+H - HN(iPr) 2 ) + = 296 ; (M+H) - BH) + = 262 ; 

( M + H - CH30-P(OH)N(iPr)2) + = 218 ; CH30-P-N(iPr)2 et B-c" SO = 162 ; 
(B + H 2 ) + = 136. 



1 
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EXEMPLE 3 :Synthese du phosphoroamidite de la ddN : 5' 
-diisopropylaminomethoxyphosphinyl-2', 3' 
-didesoxynebularine 



-, 00 Dm 

■ (1Pr, 2 H 45% >-/ ^ 




A une suspension de 2 1 , 3' -didesoxynebularine (211,6 mg, 
15 0,961 mmoles) dans du dichloromethane anhydre (5 ml) on ajoute de la N, 
N, N,-diisopropylethylamine (0,67 ml, 3,844 mmoles) et de la chloro 
N,N-diisopropylaminomethoxyphosphine (0,35 ml, 1,8 mmoles). Le melange 
est agite pendant 30 minutes a temperature ambiante, sous atmosphere 
d'argon, puis est verse dans une ampoule a decanter contenant de Pacetate 
20 d'ethyle (40 ml). La solution resuitante est lavee avec de la saumure 
( 4 x 25 ml). La phase organique est sechee sur sulfate de sodium, filtree et 
evaporee a sec sous pression reduite. Le residu obtenu est chromatographic 
sur colonne de gel de silice et dichloromethane et de thrietylamine (90/9/1 
a 50/49/1, v/v/v). Les fractions contenant le produit desire pur sont 
25 rassemblees, evaporees a sec et le residu redissous dans du benzene est 
soumis a lyophilisation. On obtient une poudre incolore (165,3 mg, 45 % 
Rdt). 

- RMN 3l P (CD.CN 150,09 ppm. 

c 

30 - RMN *H (CD 3 C1 3 )0 9,03 (s, 1H, H ? ou H6 ou H g ; 8,88 (s, 1H, 

H 2 ou H g ou H g ) ; 8,59 et 8,55 (2s, 1H? H 2 ou H g ou H g ) ; 6,40 (m, 1H, H p ) ; 
*,32 (m, 1H, H^,) ; 3,93-3,67 (m, 2H, H 5 , et H 5 „) ; 3,61-3,51 (m, 2H. 
. CH(iPr) 2 ) ; 3,36 et 3,35 (2d, 3H, CHjO, J Hp = 12,9 et 13,5 Hz) ; 2L.54 (m, 
2H, H2' et H2") ; 2,18 (m, 2H, H3' et H3") ; 1,13 (m, 12H, CH3)(iPr)). 
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- Spectre de masse : 

FAB <^0 ; matrice polyethyleneglycol : (M-H)" = 380 ; 
B~ = 119 ; CH 3 0-P-(0")N(iPr) 2 = 178. 

FAB^> O ; ma trice, polyetyieneglycol : (M+H) + . = 382 ; 
(M+H - HN(iPr) 2 )* = 281 ; (M+H - BH) + = 262 ; 

(M+H - CH 3 0-P(OH)N(iPr) 2 ) + = 203 ; CH 3 0-P-N(iPr) 2 et B-C=0 = r62 ; B-C 
SO = 1*7 ; (B+H 2 ) + = 1 2 1 . 

EXEMPLE » :Synthese ^oligonucleotides comportant la 
didesoxynebularine a ieur extremite 5' sur 
support solide par la methode au phosphorami- 
dite. 

15 La didesoxynebularine est incorporee au dernier stade de 

synthese des oligonucleotides prepares a I'echelle d'une umole de facon 
classique selon les methodes decrites dans la litterature (par exemple 
methode au cyanoethylphosphoroamidite pour les oiigodesoxyribonucleo- 
tides de configuration beta, methode au methylphosphoroamidite pour les 
20 oligodesoxyribonucleotides de configuration alpha : F. Morvan, B. Rayner, 
3.P. Leonetti et 3.L. Imbach, Nucleic Acids Res., 16, 833-847, 1988). 

Le cycle de couplage du synthon methylphosphoroamidite de 
la ddN est celui utilise en methode au methylphosphoroamidite (reference 
ci-dessus). A la fin de ce cycle, I'etape de detritylation est omise. 
25 Deprotection des oligonucleotides : 

Cette deprotection est tout a fait classique et depend de la 
nature des groupements protecteurs des phosphates utilises. 

Ainsi, pour les oligonucleotides de configuration ot la 
deprotection des phosphates est realisee par une solution de thiophenol/- 

Et 3N/dioxanne (l/l/2v/v/v) pendant 30 minutes a temperature ambiante, le 
decrochage de Toligonucleotide sur le support est realise par un traitement 
avec NH^OH 32 % pendant 3 fois 30 minutes a temperature ambiante et la 
deprotection des fonctions protegees par des groupements acyles (resultant 



30 
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du capping) est effectuee par NH^OH 32 % pendant 16 heures a 55°. 

Pour les oiigodesoxyribonucleotides de configuration , seul 



les craitements avec NH^OH sont utilises. 



EXEMPLE 5 : Fonctionnalisation par l'amino-9 ellipticine a 
Textremite 5'OH d'un oligonucleotide dirige 
contre Textremite "cap" du gene de la 
-globine de lapin. 



10 



N 



O-P-0 ocd 5 '(TGT GAA CGA AAA CT) 3 



15 



HC1 30mM, 37*C, 14 min 



0=CH-(CH 2 ) 2 ~CHOH-CH 2 0-P-0 ad 5 '(TGT GAA CGA AAA CT) 3 ' 



20 



30 



NaBH 3 CN, pH 5 
amino- 9 ellipticine 




0 

.NH-(CH2)3-CHOH-CH 2 0-P-0 ad 5 '(TGT GAA CGA AAA C 

0" 



L'oligonucleotide (brut reactionnel obtenu apres deprotection, 
72 unites d'absorbance a 260 nm) comprenant a son extremite 5' la 
didesoxynebuiarine est mis en solution d'acide chlorhydrique lOOmM (300 
ul). Le melange est laisse a 37°C pendant 14 minutes. L'evolution de la 
reaction est suivie par CLHP dans les conditions decrites en annexe. On 
observe la disparition de l'oligonucleotide de depart (RT = 17,20 min, max 
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= 259,2 nm) et la formation rt max = 263,4 nm) et de ^oligonucleotide 
comportant a son extremite 5' ia chaine OCH-(CH 2 ) 2 -CHOH-CH 0-P(Cf)0 
(R T = 15,03 min, ^ max = 259,2 nm). 2 2 

Au bout de ces U min de traitement acide, on ajoute 
successivement une solution de cyanoborohydrure de sodium (6,2 -mg, 100 
pmoles) dans un tampon acetate de sodium 1M a pH 5 (400 pl) t de I'eau 
(500 pi) puis une solution d'amino-9 ellipticine 10 nM dans I'acide 
chlorhydrique 20 mM. Le melange reactionnel est laisse a temperature 
ambiante pendant 30 minutes. A ce stade, l'analyse CLHP du milieu 
reactionnel indique la disparition de roligonucieotide intermediate (R T = 
15,03 min) et la formation de roligonucieotide lie a I'aminoellipticine (R T 
= 17,80 min.^max = 259,2 nm et 307,2 nm). Ce dernier compose est alors 
purifie par CLHP. 

La quantite obtenue d'oligonucleotide fonctionnalise est de 29 
unites d'absorbance a 260 nm. La purete spectrophotometrique de ce 
compose est de 99 % a cette meme longueur d'ondel. 

Conditions CLHP utiiisees 
injection : 10 pi 

colonne Beckman XLOD5 C^ 3p 

gradient lineaire d f une solution a 5 % d'acetonitrile dans un tampon 
acetate d'ammonium 0,1 Ma pH 5,9 vers une solution a 15 % d'acetonitrile 
dans le meme tampon en 30 min a un debit de 1 ml par min. 



0 

0=CH— (CH 2 ) 2 — CHOH— CH 2 0— P— O pd 5? (ACA CCC AAT TCT) 3 ' 

0* 



EXEMPLE 6 : Fonctionnalisation par l , amino-9 ellipticine a 
Textremite 5 , OH d'un oligonucleotide ji dirige 
contre le site d'epissage du gene tat du virus 




HIV 1. 

N O 
/ u — O— P-0 0d 5? (ACA CCC AAT TCT) 3 ' 



HC1 30mM f 37 # C, 12 min 
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NaBH 3 CN, pH 5 
amino-9 ellipticine 




O 

NH^(CH 2 )3~CHOH-CH 2 0-^0 3*5' (ACA CCC AAT TCT 

O" 



15 ^oligonucleotide (brut reactionnel obtenu apres deprotection, 

80,5 unites d'absorbance a 260 nm) comprenant a son extremite 5' la 
didesoxynebularine est mis en solution dans Teau (700 pi). On ajoute alors 
une solution d'acide chlorhydrique 100 mM (300 pi). Le melange est laisse a 
37°C pendant 12 minutes, devolution de la reaction est suivie par CLHP 

20 dans les conditions decrites en annexe. On observe la disparition de 
Toligonucleotide de depart (Rj 16,76 min, ^ max = 262,4 nm) et la 
formation concommitante de la base nebularine (R T = 8,91 min, } max = 
263,4 nm) et de Toligonucleotide comportant a son extremite 5' la chaine 
OCH-(CH 2 ) 2 -CHOH.CH 2 0-P(0")0 2 -(R T = 16,16 min, ^ max = 262,4 nm). 

25 Au bout de ces 12 min de traitement acide, on ajoute 

successivement une solution de cyanoborohydrure de sodium (6,2 mg, 100 
pmol) dans un tampon acetate de sodium IM a pH 5 (400 pi), de Teau 500 
pi) puis une solution d'amino-9 ellipticine 10 nM dans Tacide chlorhydrique 
20 mM. Le melange reactionnel est laisse a temperature ambiante pendant 

30 30 minutes. A ce stade, une analyse CLHP du melange reactionnel indique 
la disparition de Toligonucleotide intermediate (R T = 16,16 min) et la 
formation de Toligonucleotide lie a Taminoellipticine (R T = 17,86 min, 
^ max = 262,4 nm et 307,2 nm). Ce dernier compose est alors purifie par 
CLHP. 
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La quantite obtenue d'oligonucleotide fonctionnalise est de 33 
unites d'absorbance a 260 nm. La purete spectrophotometrique de ce 
compose est de 9* % a cette meme longueur d'onde. 

5 Conditions CLHP utilisees 
injection : 10 ul 

colonne Beckman XLODS 3p 

gradient lineaire d'une solution tampon d'acetate d'ammonium 0,1 M 
a pH 5,9 vers une solution a 20 % d'acetonitrile dans le meme tampon en 20 
10 min a un debit de 1 ml par min. 



15 



20 



25 
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REVENDICATIONS 

L Procede de fonctionnalisation d'un oligonucleotide en son 
extremite 5*OH par un agent effecteur amine de formule RNH 2 caracterise 
5 en ce qu'ii comporte les etapes suivantes : 

a) on synthetise ledit oligonucleotide 

b) on assemble sur 1'extremite 5'OH dudit oligonucleotide, un 
didesoxynucleotide via 1'extremite 5' de ce dernier, 

c) on effectue un couplage covalent dudit oligonucleotide avec 
10 ledit reactif amine RNH 2 par une reaction domination reductrice entre 

ledit reactif amine et une fonction aldehyde a 1'extremite 5 f OH de 
['oligonucleotide provenant de l'ouverture par hydrolyse acide du cycle 
glycosidique du didesoxynucleotide a 1'extremite ^'OH dudit oligonu- 
cleotide. 

15 

2. Procede selon ia revendication 1, caracterise en ce qu'aux 
etapes a) et b), la synthese de ['oligonucleotide est une synthese 
d'assemblage au phosphoramidite sur support solide dans la derniere etape 
de laquelle, on utilise un derive phosphoramidite en 5» du didesoxynucieo- 

20 side correspondant au didesoxynucleotide que Ton assemble par un cycle de 
synthese supplementaire a Textremite 5 1 dudit oligonucleotide. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en 
ce que apres les etapes a) et b) et avant Petape c) on decroche du support 

25 solide le compose constitue par ledit oligonucleotide a 1'extremite 5' 
duquel est assemble le dit didesoxynucleotide et on elimine les groupes 
protecteurs. 
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4. Procede selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que ledit derive phosphoramidite de didesoxynucleotide a 
pour formule : 



R„0-P— O 



R, 



(I) 



formule dans laquelle 



-Rj et R 2 representent un alkyl en Cj a C ? eventuellement substitue, tel 
que CH 3 , CH-(CH 3 ) 2 ou R ( + R 2 forment ensemble un groupe morpholino 




- R 3 represente un alkyl en C y a C7 eventuellement substitue, notamment 
CH 3 , ou CH 2 -CH 2 CN 



20 



- B represente une base d'acide nucleique notamment, l'adenine, la guanine 
ou la nebularine. 



25 



30 



5. Procede selon I'une des revendications precedentes 
caracterise en ce que ^oligonucleotide fonctionnalise a pour formule : 



RNH-(CH 2 )3-CHOH-CH 2 -0- 



formule dans laquelle 



• P- 

II 
O 



\ 



•o — P — o 

ll 

o 



3 II 
-J 

— OH 



\ 



RNH est le reste monovalent de l'agent effecteur amine RNH 2 « 
3 = H ou OH 



WO 92/00315 



25 



PCT/FR91/00503 



10 



- les radicaux B peuvent etre identiques ou differents entre eux et 
representent chacun une base d'un acide nucJeique eventuellement 
modifiee attachee au cycle glycosidique selon une configuration anomeri- 
que alpha ou beta, 

- les radicaux X peuvent etre identiques ou differents entre eux et 
representent un oxoanion O', un thioanion S", un groupe alkyle, un groupe 
alcoxy, aryloxy, un groupe aminoalkyle, aminoalcoxy, thioalkyle, 



15 



20 



25 



6. Precede selon revendication 6 , procede selon l'une des 
revendications precedentes caracterise en ce que X = O', S", ou ZHy 

7. Procede selon l'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ie reste RNH de 1'agent effecteur represente : 

- les radicaux derives de 1'acide ethylene-diamine-tetraacetique de 
formule : 

? / io-R 

R-O-C y N 

. N C-O-R 

-NH-C k 

- les radicaux derives de 1'acide d'iethylene-triamine-pentaacetique, 

- les radicaux derives de la methylpyrroporphyrine de formule : 



30 



-NH 




CH- 
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- les radicaux derives de la phenanthroliune de formule 




- les radicaux derives de l'acridine 
15 - les radicaux derives des la proflavine 



20 




R representant un groupement amino (NH 2 ) ou azido (N^ 
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la 9 amino ellipticine = 
CH 3 




&. Procede selon I'une des revendications precedentes 
caracterise en ce que la reaction d'amination reductrice a Tetape c) se fait 
par un traitement au cyanoborohydrure de sodium en milieu acide- 
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9. Synthon utile dans un procede selon Tune des revendications 
precedentes caracterise en ce qu'il repond a la formule generale : 



R l R 2 



10 formule dans laquelle R Jf R 2> R 3 et B ont les significations donnees dans la 
revendication f. 

10. Synthon selon la revendication 9 caracterise en ce que B 
represente l'adenine, la guanine ou la nebularine. 

15 
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25 
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